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(54) Bezelchnung: Ester von Polysaccharid Aldonsiuren, Verfahren uu ihrer Heistellung und Vbrwendung 
Kopplung an phamnazeutische WirkstofTe 

(57) Zusammenfassung: Bei der Kopplung von Polysac- 
charid-Derivaten wie z. B. Hydroxyethyistarke (HES) an 
phanmazeutische Wirksloffe in wasserhaltigem Milieu tre- 
ten NachteDe In Fomri von unerwflnschten Nebenreaktio- 
nen auf. Es soil eine neue Methods zur Kopplung von Po- 
lysaccharid-Derivaten an pharmazeutische Wirkstdfe ge- 
funden werden In wasserhaltigem MIDeu, bei der diese 
NachteOe nk^t auflreten. 

Die Aufgabe wind dadurch gel&st, dass neue Polysaocha- 
rid-AWonsaure-Ester gefunden wunden, irtt wetehen eine 
Kopplung der Polysacchand Aldonsauren an phanmazeuti- 
sche Wirkstoffe im wdssrjgen Milieu ohne die beschriebe- 
nenNachteilegeiingt. 

Vierbesserle Kopplungsmethode von Polysaccharid-AWon- 
sSuren an pharmazeutische Wiikstoffe im wasserhaltigen 
Milieu ohne die beschriebenen Nachteile gelingt 
Verfaesserte Kopplungsmethode von PolysaochaiW-AWon- 
sduren an pharmazeutische Wirkstoffe Im wasserhaWgen 
Milieu. 
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BoBchrsibung 

[0001] Die Konjugation von pharmazeutischen 
WIrkstoffen Insbesondere von Protelnen mit Polye- 
thylenglycol-Derivaten ("PEGyliemng") oder Poly- 
sacchariden wis Dextrane oder insbesondere Hydro- 
xyethylstarke ("HESylienjng") hat in den letzten Jah- 
ren an Bedeutung gawonnen mit der Zunahme an 
pharmazeutischen Protelnen aus der blotechnologi- 
schen Forschung. 

[0002] Oft haben solche Proteine eine zu kurze bio- 
logische Halbwertszeit, welche durch Kopplung an 
die oben angsfuhrten Poiymeren-Verbindungen wie 
PEG Oder HES gezielt verlangert werden kann. 
Durch die Kopplung konnen aber auch die antlgenen 
Elgenschaften von Protelnen positiv beeinflusst wer- 
den. Im Falle von anderen pharmazeutischen Wirk- 
stoffen kann durch die Kopplung die Wasserloslich- 
keit erheblich vergrdfiert werden. 
[0003] HES 1st das hydroxethylierte Derivat des in 
Wachsmaisstarke zu uber 95% vorkommsnden Glu- 
oosepolymers Amylopektin. Amylopektin besteht aus 
Glucoseeinheiten, die In o-1,4-g[ykosidlschen Bln- 
dungen vorliegen und a-1 ,6-glykosidische Verzwel- 
gungen aufweisen. HES weist vorteilhafle rheotogi- 
schs Elgenschaften auf und wind zur Zelt als Volu- 
menersatzmittel und zur Hannodilutionstheraple kli- 
nlsch eingesetzt (Sommermeyer et al.. Krankenhaus- 
pharmazie, Vbl. 8 (8. 1987) Sella 271-278 und Weid- 
ier et. al., Arzneimittetforschung/Drug Res., 41, 
(1991)Seite 494^8). 

[0004] HES wind Im wssentlichsn uber das ge- 
wichtsgemlttelte mittlere Molekulargewlcht Mw, das 
Zahlenmittef des mittleren Molekulargewichts Mn, die 
Molekuiargewichtsverteilung und den Substitutions- 
grad gekennzelchnet. Die Substitution mit Hydroxye- 
thylgruppen in Atherblndung ist dabei an den Kohlen- 
stoffatomen 2, 3 und 6 der Anhydroglucoseeinhelten 
mdglich. Der Substitutionsgrad kann dabei als OS 
("degree of substitution"), welcher auf den Antell der 
substltuierten Glucosemolekule aller Glucoseeinhel- 
ten Bezug nimmt, oder a is MS ("molar substituition") 
beschrieben werden, womit die mittlere Anzahl von 
Hydroxyethylgruppen pro Gluooseeinhelt bezeichnet 
wind. 

[0005] In DE 196 28 705 und DE 101 29 369 werden 
Verfehren beschrieben, wie die Kopplung mit Hydro- 
xyethylstarke In wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DM- 
SO) uber das entsprechende Aldonsaurelacton der 
Hydroxyethylstarke durchgefuhrt werden kann mit 
freien Aminogruppen von HanrK>globjn bzw. Ampho- 
tericin B. 

[0006] Da in wasserfreien, aprotischen Losungsmit- 
teln gsrade im Falle der Proteine oft nicht geartieitet 
werden kann, entweder aus Loslichkeitegmnden 
aber auch Griinden der Denaturlerung der Proteine, 
stehen auch Kopplungsverfahren mit HES im was- 
sertialtigen Milieu zur Verfugung. Z.B. gelingt die 
Kopplung der am reduzierenden Kettenende selektiv 
zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke durch 



Vermittlung von wasserloslichem Carbodlimid EDC 
(1-ethyl-3-(3-dimethylamlnQpropyl><:arbodiimid) 
(PCT/EP 02/02928). Sehr oil Jedoch ist der Einsatz 
von Carbodlimlden mit Nachteilen behaflet, da Car- 
bodllmide sehr haufig inter- oder intramolekulare Ver- 
netzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

[0007] Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Ver- 
blndungen wie Nuklelnsauren gelingt die Kopplung 
oft gar nIcht, da die Phosphatgnippen mit EDC eben- 
falls reagieren konnen (S.S. Wong, Chemistry of Pro- 
tein Conjugatbn and Cross-Linking, CRC-Press, 
Boca Raton, London, New Yoric, Washington D.C., 
1993, Seite199). 

Aufgabenstetlung 

[0008] Es bestand daher die Aufgabe, sotche akti- 
vierten Derivate von Hydroxyethylstarke oder ande- 
ren Polysaochariden zu finden, die in rein wassrigen 
Systemen oder auch In Losungsmittelgemischen mit 
Wasser die Kopplung an Proteine oder andere Wirk- 
stofTe gezielt ermdglichen, ohns die oben beschrie- 
benen Nachtelle aulzuwelsen. 
[0009] Es wurde nun uberraschender Weise gefun- 
den, dass aus den am reduzierenden Kettenende se- 
lektiv zu den Aldonsauren oxidierten Hydroxyethyi- 
starken sowie anderen Polysaochariden wie z.B. 
Wachsmalsstarke-Abbaufraktlonen In trockenem 
aprotischem Losungsmittel wie Dimethylacetamid 
(DMA) Oder Dimethylformamid (DMF) azide Alkohole 
wie N-Hydroxy-Sucdnimide zum entsprechenden 
Ester herpestellt werden konnten. Solche Ester kon- 
nen als aktivlerte Sauren aufgefasst werden. Sie set- 
zen sich Im wassrigen Milieu mit nukleophllen 
NHj-Gmppen zu (stablleren) Amiden urn. Als Neben- 
neaktion tritt eIne Versetfung mit Wasser auf zur freien 
Saure und zum freien Alkohol. 
[0010] Die Umsetzung mit HES-Aldonsauren, z.B. 
mit N-Hydroxy-Succinlmid gelingt in trockenem DMA 
unter V\^sseraussch!uss mit EDC in glatter Reaktion 
bel Raumtemperatur zum HES-Saure-N-Hydro- 
xy-Succinimki-Ester. Dabei Ist Insbesondere uberra- 
schend, dass kelne Nebenreaktion der HES-Moleku- 
ie eintritt uber die Reaktton der Im extremen Dber- 
schu& vorliegenden OH-Gruppen der Anhydrogtuco- 
sen mrt EDC sowie die Umlagerungsreaktion des pri- 
mar gebildeten O-Acyl-lsohamstoffs aus EDC und 
der Aldonsaure zum entsprechenden N-Acyt-Ham- 
stoff unterdruckt wind. 

[0011] Die HES-Aldonsaure-Ester konnen aus der 
Losung in DMA durch trockenes Ethanol, Isopropa- 
nol Oder Aceton gefalit und durch mehrfaches wieder- 
holen des Vorganges gerelnlgt werden. Solche 
HES-Saure-Ester konnen dann In Substanz isollert 
zur HESyllerung venvendet werden. Dabei treten 
dann keine Nebenreaktionen wie oben beschreit)en 
mit EDC-aktivierter Saure auf. 
[0012] Weitere geeignete adde Alkohole zur Her- 
stellung der HES oder HES-Saur&Aldonsaure-Ester 
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sind in der Literatur au^efOhrt. (V.H.L. Lee. Ed. Pep- 
tide and Protein Drug Delivery, Marcel Dekker, 1991 , 

S. 65). 

[0013] Vorteilhafterweise kann z.B. audi das sutfo- 
nlerte N-Hydroxysucdnlmid eingesetzt werden oder 
aber auch PhenokJerivate. EbenHalls kann vortellhaft 
N-l-{ydroxy-Benzotria2X)l als Alkohol-Komponente 
varwendet werden. 

[0014] Als Akjonsaure-Komponente konnen geeig- 
nete Hydnoxyethylstarke-Fmktionen, die selektiv am 
reduzlerenden Kettenende zur entsprechenden Al- 
donsaure gemaS dem Stand der Technik oxidiert 
worden sind, eingesetzt werden aber auch andere 
Starkederivate wie z.B. Hydroxypropylstarke. Eben- 
falls kommen infrage die in der deutschen Patentan- 
mekiung 102 17 994 beschriebenen hyperverzweig- 
ten Starkefraktionen. 

Beispiele 
Beispiel 1 

Herstellung von HES 1 0/0,4 - Saureester mit N-Hy- 
droxy-^Succinimid 

[0015] 5 g getrocknete, am termlnalen reduzleren- 
den Kettenende selektiv nach DE 1 96 28 705 oxidier- 
te Hydroxyethylstarke mit einem mltUeren Molekular- 
gewicht Mw - 10.000 Dalton und einem Substituti- 
onsgrad MS = 0,4 werden In 30 ml trockenem Dime- 
thylacetamkj bei 40^ geldst und nach Abkuhlen der 
Losung mit der lOlachen molaren Mengen N-Hydro- 
xy-Sucdnimid versetzt unter Feuchtlgkeltsaus- 
schlu&. Danach wind die zur HES-Saure aqulmolare 
Mange EDC portionsweise zugegeben und 24 Stun- 
den nach Zugabe der Reaktionsansatz ausreagieren 
gelassen. Das Reaktbnsprodukt wird anschlie&end 
mit trockenem Aceton gefallt und zur Reinigung 
mehrfach umgefallL 

Beispiel 2 

Herstellung von Hes 1 0/0,4 -Saure gekoppeltem My- 

ogbbin 

[0016] 15 mg Myoglobin werden in 20 ml destillier- 
tem VV^sser gelost und der pH-Wert mit Natronlauge 
auf 7,5 eingestellt. Zu der Losung werden 1,5 g HES 
10/0,4 - Saure N-Hydroxy-Succinimid, hergestellt 
nach Beispiel 1, iiber 1 Stunde portionsweise zuge- 
geben und der pH-Wert konstant bei 7,5 gehalten 
durch Zugabe von Natronlauge. 
[001 7] Der Ansatz wird uber Nacht ruhren gelassen. 
[0018] Die Bikjung von hesyliertem Myoglobin wird 
uber Qel-Permeationschromatographie mit einer 
Ausbeute von 70%, bezogen auf das eingesetzt My- 
oglobin, bestimmt 



Patantanspruche 

1. /Mdonsaure-Ester von selektiv am reduzleren- 
den Kettenende zu Akionsauren oxidierten Starke- 
fraktionen Oder Starkefraktlons-Derjvaten. 

2. Aldonsaure-Ester gemafi Anspruch 1, wobei 
die Starkefraktionen Abt)aufraktionen des Amylopisk- 

tins sind. 

3. Aldonsaure-Ester gemafi Anspruch 2, wobei 
die Abbaufraktk3nen des Amylopektlns durch Saure- 
abbau und/oder Abbau durch a-Amylase von W!achs- 
malsstarke gewonnen werden. 

4. Aldonsaure-Ester gemafi Anspruch 3, wobei 
die Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht 
Mw von 2.000-^0.000 Dalton aufwelsen und eine 
mittlere Verzweigung von 5-15 mol% a-1,6-glykosidl- 
schen BIndungen. 

5. Aldonsaure-Ester gemali Anspruch 1, wobei 
die Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl-Derivate 
von Abbaufinaktionen der Wachsmaisstarke sind. 

6. Aldonsdure-Ester gemall Anspmch 5, wobei 
das mittlere Molekulargewicht Mw der Hydroxyethyl- 
starke-Fraktlonen im Berelch von 2-300.000 Dalton 
iiegt und der Substitionsgrad MS zwischen 0,1 und 
0,8 Iiegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der Substituen- 
ten an den Kohlenstoffatomen 02 und C6 der Anhy^ 
droglucosen zwischen 2 und 15 Iiegt. 

7. Aldonsaure-Ester gemaa Anspruchen 1-6, 
wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy-Sucdni- 
mid, Sulfi3-N-Hydroxysuccinimkj, substituierte Phe- 
nole Oder Hydroxy-Benzotriazol ist. 

8. Aldonsaure-Ester gemal^Ar^spruch 1-6, wobei 
die Alkoholkomponente N-Hydroxy-Succinimid und 
Sulfo-N-Hydroxysucctnimid Ist 

9. Verfehren zur Herstellung von Aldonsaure-Es- 
ter gemaB Anspruch 1-6 dadurch gekennzeichnet, 
dass die wasserfneien Aldonsauren bzw. Aldonsau- 
re-Lactone in wasserfreien aprotischen Losungsmit- 
tel wie Dimethylsulfoxid (DMSO), N-Methytpyrroll- 
don, Dimethylacetamid (DMA) oder Dimethylforma- 
mit (DMF) gelost werden, gegebenenfalls unter War- 
me, dem Ansatz in 5- bis 504achem Oberschuft die 
Alkoholkomponente und sodann portbnsweise EDC 
(1-ethyl-3-(3-dimethyIaminopropyt><:arbodiimid) In 1- 
bis 3-molarem OberschuQ zur AMonsaure zugege- 
ben werden und dann den Ansatz 24 Stunden bei 
Raumtemperatur ausreagieren lasst. 

10. Verfahren zur Herstellung von mit Polysao- 
chariden oder Polysaccharid-Derivaten an an frelen 
Aminofunktk)nen gekoppelten pharmazeutischen 
Wlrkstoffen dadurch gekennzeichnet, dass Ester der 
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am reduzierenden Kettenende selektiv zur Aldonsau- 
re oxidierten Polysaccharide bzw. Potysaccharid-De* 
rivate damit umgesetzt werden unter Ausbildung von 
stabilen Amidbindungen. 

11. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Ester Ester von N-Hydro- 
xy-Sucdnimid, Sulfb-fJ-Hydroxysuccinimid, subsCtu- 
ierte Phenole oder Hydroxy-Benzotriazd sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Ester Ester von Hydroxy-Suo- 
dnimkj und Sultio-N-Hydroxysuccinimid sind. 

13. Verfahren nach Anspriichen 10, 11 und 12 
dadurch gekennzeichnet, dass die Polysaccharide 
Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind und ihrer 
Hydroxyethyl-Derivate. 

Es folgt kein Blatt Zeichnungen 
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